















Elucidation of the function of a novel glycoprotein (NtXYL1)  








For plant cell growth, it is generally necessary to supply factors that induce cell division such as auxin. 
However, it is known that cell proliferation becomes possible without the addition of auxin to the medium 
during the continuous cell culture. This phenomenon that physiologically adapts to changes in the environment 
is called habituation. In tobacco cell lines, that could proliferate without auxin was isolated in which a 
glycoprotein named NtXYL1 was thought to be involved.  
In this study, to investigate the involvement of NtXYL1 in the auxin-independent cell proliferation, gene 
expression of NtXYL1 was examined during cell proliferation and the NtXYL1-overexpressing cell lines were 
prepared. As I found that several overexpressing lines could grow on the medium with a reduced auxin 
concentration, NtXYL1 was considered to be involved in the auxin-independent cell proliferation. Although 
gene expression of NtXYL1 was auxin-independent, the relationship between the induction of cell division by 
auxin and the function of NtXYL1 was discussed. 























同性が高かったことから NtXYL1 と名付けられた 2.シロ
イヌナズナにおいでも相同遺伝子 AtXYL3 および AtXYL4
が存在し 3,4,それらのプロモーター領域にはオーキシン関























まず,タバコ BY-2 細胞からゲノム DNA を DNA 抽出キ
ット（Plant Genomic DNA Extraction Mini Kit, FAVORGEN）
を用いて抽出した.NtXYL1 プロモーター領域の単離には
RightWalk Kit（ベックス）を用いた.抽出したゲノム DNA
を 4 種類の制限酵素（BamH I, Bgl II, Spe I, Xba I）でそれ
ぞれ切断し,キット付属のアダプターDNA を結合させ,ゲ





の配列の内側にもプライマーを設計し Nested PCR を行っ
た .得られた PCR 産物はクローニング用 T-ベクター
pMD20（タカラ）に組み込み,PCR 産物の塩基配列を決定
した.また,シロイヌナズナ DNA 中のプロモーター配列
は,Arabidopsis Gene Regulatory Information Server（AGRIS 
オハイオ州立大学）を用いて解析した. 
③NtXYL１強発現 BY-2 細胞の作出 
バイナリーベクターpGWB8 に NtXYL1 を,対照として
GFP 遺伝子をそれぞれ挿入したプラスミドを作成し






は RNA 抽出キット（Plant Total RNA Extraction Mini 
Kit ,FAVORGEN ）を用いて抽出し , 逆転写酵素を
（ReverTraAce, TOYOBO）を用いて cDNA を合成した.発
現量解析は Real-time PCR法を用い,NtXYL1 遺伝子以外に,
細胞分裂の指標としてサイクリン遺伝子 NtCycB を,内在
性コントロールにはユビキチン遺伝子 NtUBI1 を用いた. 
 
３．結果  
植え継ぎ後 3 日目の BY-2 細胞,オーキシンを含まない
培地で培養した BY-2 細胞,および 2B-13 細胞における
NtCycB と NtXYL1 の発現量を調べた（図 1）.その結果, 












いて PCR を行ない、シークエンスをした結果,1028bp の
NtXYL1 遺伝子上流領域を同定できた.NtXYL1 遺伝子と相
同なシロイヌナズナの AtXYL3 と AtXYL4 では,プロモータ
ー領域の中にオーキシン関連遺伝子特異的配列（ARF 
binding motifs : TGTCTC）が AtXYL3 は上流 380,744,2062bp












が 2,4-D を含む通常量と比べ、2,4-D を含まない培地上で
培養したカルスの方が高い傾向にある。だが,2,3 週間培養
をすると XYL1-3 および XYL1-9 で褐変化が見られ、成長
停止している. 
そこで,2,4-Dを含まない培地で 1週間培養した NtXYL1
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図 2. 2,4-D 添加による NtXYL1 遺伝子発現量の継時的変
化.2,4-D 添加後に BY-2 細胞を経時的に回収し,NtXYL1 お




図 3. NtXYL1 形質転換カルスの表現型．100 mg 程度のカ













BY-2 3.3 3.0 
GFP 2.6 1.4 
XYL1-5 2.6 5.3 
XYL1-6 6.3 6.8 
XYL1-7 5.2 6.7 
XYL1-8 4.1 6.3 
XYL1-9 6.5 5.3 
XYL1-10 3.8 6.0 
 
 
図 5. 2,4-Dを含まない培地で 1 週間培養した NtXYL1 強発
現カルスの遺伝子発現量.2,4-D 含まない培地で 1 週間培
養したカルスの NtXYL1 および NtCycB 発現量を調べた.







1. Bins A. and Meins F. JR. (1973) 
2. Shimizu T. et al. (2006) 
3. Minic Z. et al. (2006)  























































1.0 4.1 1.4 3.5 
17.3 
2.7 
2.0 0.5 
0.0
10.0
20.0
30.0
40.0
50.0
60.0
B
Y
-2
G
F
P
X
Y
L
1
-5
X
Y
L
1
-6
X
Y
L
1
-7
X
Y
L
1
-8
X
Y
L
1
-9
X
Y
L
1
-1
0
NtCycB NtXYL1
(mg) 
BY-2 
XYL1-5 
XYL1-6 
GFP 
XYL1-7 
BY-2 
XYL1-5 
XYL1-6 
GFP 
XYL1-7 
BY-2 
XYL1-5 
XYL1-6 
GFP 
XYL1-7 
BY-2 
XYL1-5 
XYL1-6 
GFP 
XYL1-7 
BY-2 
XYL1-8 
XYL1-9 
GFP 
XYL1-10 
BY-2 
XYL1-8 
XYL1-9 
GFP 
XYL1-10 
